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小細胞肺癌化学療法に お け る最大 の 問題点は抗癌剤 ， 特に シ ス プ ラ チ ン に 対す る 耐性 で あ る ． し
か しな が ら小細胞肺癌に お け る シ ス プ ラ チ ン 耐性機構 の 検討 は少な い ． そ こ で 本研究で は 小細胞肺癌培
養細胞株 N231 とシ ス プ ラ チ ン 耐性株 N231C D D P を用い ． そ の シ ス プ ラ チ ン 耐性機構 を検討 した － シ
ス プラ チ ン耐性株 N2311 CD D P は親株の N 231 に比 較 し ， シ ス プ ラ チ ン に 対し て 4 倍耐性 を示 した － シ
ス プラ チ ン の 細胞内集積量は親株と耐性株 の 間 に 有意差を認 め な か っ た ． 細胞 内グ ル タ チ オ ン 含量は親
株 ， 耐性株間で有意差は な か っ た ． 塩 化カ ド ニ ウム に 対 して は 交差耐性を 示 さ な か っ た こ と よ り メ タ ロ
チ オネ イ ン は これ らの 耐性機構 に 関与し て い な い と 考 えら れ た ． 細胞 内グ ル タ チ オ ン S－ ト ラ ン フ エ ラ
ー
ゼ活性 は ， 耐性株 で ある N231ノC D DP で 親株の 4 倍 に 上 昇 して い た ． グ ル タ チ オ ン S－ ト ラ ン フ エ ラ
ー ゼ
の 阻害剤で あ る ユ タク リ ン 酸で 処理 した 後， 感受性試験 を行 っ た 実験で は そ れ ぞ れ の 細胞株 で ， シ ス プ
ラ チ ン に 対す る感受 性の 克進が ユ タ ク リ ン 酸の 容量 依存性 に 認 め られ たが ， 耐性を 完全に は克服 で き な
か っ た ． 本研究の成績 か ら ， グ ル タチ オ ン S一 トラ ン フ エ ラ ー ゼが N 2311C D D Pの 感受性 を規定 す る重 要
な 因子 で あろ う と考 え ら れ るが ， シ ス プラ チ ン耐性機構の 全 て を説明 でき な い
Eey w o rds 小細胞肺癌 ， シ ス プラ チ ン耐性機構 ， グ ル タ チオ ン S－ ト ラ ン フ エ
ラ ー ゼ
シ ス プ ラ チ ン は現在 ， 臨床上 利用 され て い る も っ と
も有効な抗癌剤 で あ る ． そ の 有 効性 は頭頚部癌
11
． 胃
癌 ， 大腸癌等の 消化器病2l，3－， 畢丸腫 瘍
ヰー
， 卵巣癌5－， そし
て 肺癌6Iで 認め ら れ て い る ． 特 に 小細胞肺癌 に お い て
は
，





は シ ス プ ラ チ ン ， エ トポ シ ド の 併用 療
法で ． 奏効 率58％で あ っ た と 報告 し て い る 一 ま た
Ta m u raら91は未治療の 小細胞肺癌 に 対 し て ， シ ス プ
ラチ ン ， エ ト ポ シ ド の 2剤と エ ン ド キサ ン ， ア ドリ ア
マ イ シ ン
，
ビン ク リ ス チ ン の 交替化学療法で ， 76．4％
と高い 奏効率 を得た と報告 し て い る ． しか し なが ら ，
その 生 存率 は低 く， 生存期間の 中央値 は前述 の Roth
ら
8一
， Ta m u raら
別 の 報告 で は ， それ ぞれ39週間 ． 10カ
月 と長期生存 は得 られ て い な い ． こ れ は い っ た んは強
力 な化学療法 を行 い 腫 瘍が 縮小 ま た は 消失して も． 短
期間 の う ち に 再発 し ， 再発の 際は 化学療法に 対して治
療 抵抗性 と な る い わ ゆ る薬剤耐性が ノJl細胞肺癌化学療
法上 の 大き な 問題 で あ り ， 長期生 存率の 低い 原因であ
る と 考 えら れ る10，． 小細 胞肺癌化学療法 の 中心 と なる
シ ス プラ チ ン の 感受性 お よ び耐性機序 を解析する こと
は
， 薬剤耐性の 寛服な ら び に 新薬開発 に 不 可欠 であ
る ．
シ ス プラ チ ン の 耐性機構 は多く の 要 素が関与し てしi
る と考 え られ て お り ， 生 体内， 試験管内で の 検討の報
告が な され て い る ． シ ス プ ラ チ ン 耐性機構 の 中で重要
と考 え ら れ て い る 要素 に は ， 薬 剤の 細胞内蓄積の減
A bbre viation s ニB SO， D， L －buthio nine－R， S－S ulfox in1ine三 C D D P， Cis
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n u mく工IJ3IC恥 drug C On C entration in hibiting c ellgro wth by 50％三 G S H， glutathion eニ G S
T，
glutathion eS－tr a n Sfe ras eニ M T， m etallothion ein， P B S三 phophate －buffered s aline三 R R， r elati
ve
re sistan c e
小 細胞肺癌 に お ける シ ス プ ラ チ ン耐性機構
久 細胞内解毒境構の 完進 ， 核 内で の DNA 傷害の 減




胞株 P C－9 と その シ ス プ ラ チ ン 耐性細胞株 P C
．9仙 5
を用い た研究 で ， シ ス プラ チ ン の 細胞内蓄積量 が ， 耐
性株 P C－910．5で 親株の P C
－9 に 比 べ 5 分の 1 に減 少
してお り ， 細胞内蓄積量の 減少が耐性機構の 主因で あ
ると報告して い る － ま た Kaw aiら
刷 は マ ウ ス の リ ン パ
腫細胞株と そ の シ ス プ ラ チ ン 耐性株 を用圧ト シ ス プ ラ
チ ンの 細胞内取 り込 み が その 耐性度 と相関し て 減少 し
ている こと を示 し シ ス プ ラチ ン 耐性 に お け る薬剤の 細
胞内蓄積量の 変化の 重要性 を指摘し た ．
細胞内解毒機構 も重要 な要素 で あ る ． Fujiw a ra
ら
l弟は シ ス プラ チ ン耐性非小細胞肺癌細胞株 くPC－9ノ
C D DP， 28倍耐性lで ， 細胞内非蛋自性 チ オ ー ル で あ る
グルタ チ オ ン くglutathion e， G SI力 が約 5倍 に 上 昇 し
ている と報告 した ． し か し な が ら 彼 ら の 報告 で は ，
GS Hの 阻害剤で あ る D， L－ プチ オ ニ ン ーR， L－ ス ル フ ォ
キシ ミ ン tD， L－buthionine ．R， S－S ulfoxim ine， BS OIを
用い GS H産生 を 阻害 し た状態で も P C－91C D D P は親
株の P C－9 に 比 べ ， 21倍耐性 で ， 他の 要素の 耐性 へ の
関与を推測 して い る ． グル タ チ オ ン S－ トラ ン フ エ ラ ー
ゼくglutathio n eS－tra n Sfe ra se． G S Tl は ア ル キ ル 化剤
の耐性に 関与 して い る
151 と さ れ るが
，
前述 の Fujiw a ト
aらの報告 で は ， 親株， 耐性株 で G S T活性お よ び そ の
サブ ユ ニ ッ トの 酵 素量 に 差 を 認 め て い な い ． ま た
Nakaga w aら
161の G S T－ 7r 発現 ベ ク タ ー を 導入 し た
M H3T 3細胞 を用 い た報告で は ， ア ドリ ア マ イ シ ン と
放射線に 対す る感受性 は減少 し たが ， シ ス プ ラ チ ン に
対する感受性が変化 せ ず ， G S Tの シ ス プ ラ チ ン に 対
する感受性 へ の 関与 は否定的 で ある と した ． こ れ ら の
結果は G S Tの シ ス プ ラ チ ン耐性 に お け る 役割が重要
でない こ と を示 唆す る も の で あ る ． メ タ ロ チ オ ネイ ン
くmetallothio n ein， M TJ は細胞内 の 主 要 な 蛋白性 チ
オ ー ル で あ り ， 重 金属や 各種 の 抗癌剤の 解毒機構の 重
要な因子 で ある17，． Andrews ら18，はカ ド ミ ウム 耐性卵
巣癌細胞株が ， シ ス プ ラ チ ン に 交差耐性 を示 し ， 且 つ
M Tの上 昇し て い た こ と を報告 し ， その 重 要性 を指摘
した ．
シス プラ チ ン をは じ め と し 多くの 抗癌剤 は D N Aに
傷害を与え る こ と に よ り そ の 細胞毒性 を発揮 す る
11I
．
シス プ ラ チ ン に よ る D N A傷害形式 に は ， D N A鎖内
架橋， D NA 鎖間架橋 ， D N A蛋白架橋 が知 ら れ て い
る ． これ ら の う ち シ ス プラ チ ン の 細胞毒性 に は D N A
鎖間架橋 ， DN A鎖内架橋が 重 要と考 え られ て い る一l，．
これらの D N A障害の 修復能冗進 は薬剤耐性機構の 重
要な要素で あ ろう ． 前述の Bu ngo ら
12
恨 シ ス プ ラチ ン
859
に よ る DN A鎖間架橋を ア ル カ リ 溶出法 を用 い て検討
し ， 耐性株 PC－910．5で D N A鎖間架橋が減少し て い た
が その 修復能 に は差 が な く D N A鎖間架橋修復の 耐性
へ の 関与 は否 定的で ある と 推測 し た ， 一 方 Eastm a n
ら
1別 は シ ス プ ラ チ ン の 誘導体 で ある
3ほコービね－dicbloro
くethylen edia m mineIplathu m りIl を用 い D NA と プ ラ
チ ナの 付加体 の 形成 とそ の 減少率 を L 1210 と そ の シ
ス プラ チ ン 耐性細胞で検討し ， D N A－Platinu m 付加体
の 減少率は耐性株 で親株の 約 3倍早く D N A－platinu m
付加体の 減少， 即 ち D N A傷害の修復が シ ス プ ラ チ ン
耐性機構に 関与 し て い る こ と を示 した ． しか しな が ら
シ ス プラ チ ン の D N A傷害の 修復機構そ の もの が まだ
明確 に さ れ て お ら ず11－， その 耐性へ の 関与 は今後 の 検
討課邁 で あ ろ う ．
小 細胞肺癌培養株 に お ける シ ス プラ チ ン耐性機構 を
検討 し た報告は少な く ， Hospe rsら
20，が 小細胞肺癌細
胞株 G L C 4 お よ び その シ ス プ ラ チ ン 耐性株 GL C4－
C D D P 3， G L C 4－C D D P llくそ れ ぞ れ 3倍 ． 11倍1 を樹立
し細胞内 G S H含量 が耐性と相関し てい る こ と を報告
して い る に す ぎな い ． 今 回著者は ， ヒ ト小細胞肺癌細
胞株 と ． その シ ス プ ラ チ ン 耐性株 を用 い 耐性機構の 検




RP M I1640 お よ び リン 酸綬衝液1pho sphate－buffer－
ed sal ine
， pH 7．4 ， P BSI は ニ ッ ス イ 薬品工業 よ り購
入 した ． 牛胎児血清は Irn m u n O－BicxIhe mical一Labor at－
Odesく東 京1 よ り 購 入 し た ． シ ス プ ラ チ ン くどふ
dia m m inedicholor oplatinu m りIl， C D D Pl は ブ リ ス ト
ル ． マ イ ヤ ー ズ ス ク イ ブ株式会社く東京1 よ り供与 を
受 け た ． 塩 化カ ドミ ウム ， G S H， エ タ ク リ ン 酸 ， ト ク
ロ ロ ー2，4－ ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン は Sigm aくSt． Lo uis， MO ．
U S Al よ り 購入 し た ，
H ． 細 胞 棟
ヒ ト小細胞肺癌株 N231 は米国国立癌研究所で樹立
さ れ た も の で ， 国立 が ん セ ン タ ー 下 里博 士よ り供与さ
れ た ． こ の N 231の シ ス プ ラ チ ン 耐性株 は以 下 の 様 に
して 得た ． シ ス プ ラ チ ン を 0．05ノJ gノml加 え た細胞培
養液中に 5x lO
5ノmlの 濃度の N231を加 え培養 ， 継代
した ． N231と 同様 な状態で継代可能と な っ た 後 ， 培
養液中の シ ス プ ラ チ ン 濃度を上 昇 し ， 最終的 に は 0．2
メ gノml の シ ス プ ラ チ ン を含 む 培養液 で 継代可能 と
な っ た細胞 を得 た ． 更 に こ の 細 胞 を9 6穴 の プ レ ー ト
に
， 各穴100個 と な るよ う に 希釈し た 耐性株 を蒔 き更
に 培養 し， 増殖 の 程度の 良い も の を選 別 した ． こ の 耐
860 笠
性株 を N231ノ0．221Iと し ， 更 に N231ノ0．2 を ． シ ス プ ラ
チ ン 0 ．2ノ上 gノml を含 む 培養液中で 1 年間培養し ，
N 2311C D DPを樹立 した ． 実験 に 用 い た 耐性珊胞株 は
少 なく と も － カ月 間は シ ス プ ラ チ ン を除 い た培養液 で
培養 し たも の 用 い た ．
m ． 感受性試験
N231 お よ び N2 31ノC DDP の 薬剤感受性 は増殖阻害
試験22Iに て 求め た ． 即ち 対数増殖期 に あ る細胞 を150 0
回 転， 5 分間遠心す る こ と に よ り 回 収 し， 新鮮 な培養
液に て浮遊 し た ． 細胞 浮遊液 の 一 部 を 取 り ， ク ー ル
タ ー カ ウ ン タ ー くM ic ro cellc ou nterC C－1081で 細胞数を
測定 し ， 4xlOソml と な る ように 細胞浮遊液 を調整 し
た ， 24穴の プ レ ー ト に 細胞浮遊液 を各穴 ご と に 1 ml
ずつ 加 え
．
更 に 薬剤の 希釈液 を各穴毎 に 1 ml 加 え3 7
0
C， 5％ CO2 の 条件 で 一 週 間培養 し た ． 一 週 間培養
後 ， 細胞 を回収 し1500回 転 ， 5分間遠心 した 後細胞の
ペ レ ッ ト に トリ プ シ ン ーE D T A溶液 を加 え ， 細 胞 を 単
一 と し細胞数 を測定 し た ． 薬剤 を加 え な か っ た も の を
コ ン ト ロ ー ル と し， コ ン ト ロ
ー ル を1 00％ と し て そ れ
ぞ れ の 薬剤 を加 えた穴 の 細胞数 を％で表 し増殖阻害率
と した ． グ ラ フ 縦軸 を増殖阻害率， 横軸 を薬剤濃度 と
しグ ラ フ よ り50％増殖阻害濃度 ロC渕I を 求め ， 感受性
の 指標 と した ． 感受性試験 は す べ て 3 回 以 上行 っ た ．
薬剤耐性 の 指標 と し て ， 相対 耐性度 くrelativ e re sisit．
an C e， R RI を以下 の 式 よ り求 め た ．
R Rこ 耐性株 の 工C馳ノ親株 の 1C58
エ タク リ ン 酸 を併用 した 実験で は ， エ タ ク リ ン 酸を
100％ エ タ ノ ー ル に溶解 ， 希釈 し ， 細 胞浮遊液 に 加 え
た ． コ ン トロ ー ル に は エ タ ノ ー ル の み を加 え た ．
N ． 細胞内シ ス プ ラ チ ン 蓄積量 の 定量
細胞内シ ス プ ラ チ ン 蓄 積量 は原 子 吸光法 で定量 し
た 川 ． それ ぞれ 対数増殖期に ある 細胞 を ， 4xl O7 個 ポ
イ ン トと し ， シ ス プ ラ チ ン 5 月 gノml の濃度 で 接触 さ
せ ． 3 時間 ， 6時間培養 し た ． 細 胞 を 回 収 し2 00 0 回
転 ， 10分間遠心 し上清 を捨 て ， ペ レ ッ ト に 水冷 し た
P B S を加 え ， 洗浄 した ， こ の操作 を 2度繰 り 返 し ， 細
胞の ペ レ ッ ト を得た ． 細胞 の ペ レ ッ ト を計測 ま で － 80
q
C で保存 した ． 保存 した細胞に 硝酸 を加 え， 80
0
C， 5
時間イ ン キ エ ペ ー 卜 し細胞 を 破壊 し た ． その 後細胞内
プ ラチ ナ 含量を ジ ュ テ ル ジチ オ カ ル バ ミ ン 酸 ナ トリ ウ
ム で キ レ ー ト化 しク ロ ロ フ ォ ル ム に て 抽 出した ． 抽出
し た プ ラチ ナ は 原子 吸光計く日立 モ デ ル Z－7000， 東
京いこて 定量 し ， 細胞 内プ ラ チ ナ含量 を算出 し た ．
V ． 細胞内 G SH 含量
細胞内 GS H含量 は GrUfithの 方法 に 準 じ て 行 っ
た
卿
． 対数増殖期 に ある 細胞 を水冷 した P B Sに て 2度
原
洗浄 し た 後 ， 細 胞 の ペ レ ッ ト に リ ン 酸 E DT A溶液
く1 25m M K HPOJK2H P O4， pH 7．5＋6 ．3m M E D TAl を
300JLl加 え ， ソ ニ ケ 一 夕 ー くBra n s o n s o nifie r4501に
て細胞 を破壊 した ． こ れ に 5 ． ス ル フ ォ サ リ チ ル 酸 保
京化成， 東京112％溶液 を加 え ， 攫拝 した 後， 室温で3
時間放置 した ． 放置後15000回転 で1 5分間冷却遠心し
く4
0
CI， 上 浦 を集め た ． こ の 上 清を G S H含 量測定に用
い た ． す な わ ち吸光度測定用 の キ ュ ベ ッ トに 0．3m M
P－N ic otinamide ade nine d inu cle otide phosphateく還元
型 H督液 70叫 l， 6 m M 5－5－ジチ オー ビ ス ー 2 ニ ト ロ ベ ン
ゾ ゼ ン 酸溶液 100ノバ ， 上 清 100ノバ ， 500m M リ ン酸緩
衝液くpH 7． 引 100ノ上1 を加 え ， 更 に 2 時間室温放置し
た ． こ の反 応液 に グル タ チ オ ン リ ダク タ ー ゼ0 ．5単位
加 え ， 吸 光度く波長 412n ml を測定 し た ． G S Hの標準
曲線 よ り細胞 の G S H を定量 し た ． さ ら に 蛋 白濃度を
Lo w ry 法に て 求め ， 蛋 白質当た りの G S H含量 を算出
した ．
明 ． 細胞内 G S T活 性の 測定
細胞内 G S T活性 は Habig ら の 方法 に 基づき検討し
た
飢I
． G S H定量 の 際と 同様 に 対数増殖期 に ある細胞を
集 め ， 1 M リン 酸横衝液 300ノバ を加 え， ソ ニ ケ ー 卜
し た ． これ を15000 回転 ， 10 分間冷却遠心 く4
0
Clし上
清 を集 め た ． この 上 清 を酵素溶液と し 1m M G S H， 1
m M l－ ク ロ ロ ．2，4－ ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン を加 え時間あたり
の 吸光
O
Cく340n ml を測定 し活性 を求め た ． G S H含量
定量 の 際 と 同様 に ， 蛋白量当 た りの G ST 活性 を求め
た ．
成 績
1 ． 肺癌培 養細胞株の 性状 お よ び薬剤感受性
実験 に 用 い た 小紙胞肺癌培養細胞株 N231 と その シ
ス プ ラチ ン 耐性株 N 2311C D D Pの 性状 を比 較 した ． 平
均倍加時間 は それ ぞれ26．2士4 ．2時間 ， 28 ．7士2．9時間
で ， 有意差 は認 め られ なか っ た ．
シ ス プ ラ チ ン 感受性 を増殖阻害試験で検討した ． 図
1 に 増殖阻害曲線 を 示 す ． 工C知 は そ れ ぞ れ 0．144士
0．05JL glml， 0．5 75士 0．06JL gノmlで ， R Rは4 ．0 であっ
た ， 即 ち ， N 231JC D DP は N 231 に 比 較 し ， 4 倍耐性
で あ っ た ． 同様 に し て行 っ た ， 塩化 カ ド ミ ウ ム に対す
る感受性 の結果を図2 に 示 す ． 塩化 カ ド ニ ウ ム に対す
る IC別 は そ れ ぞ れ 1．91 士0 ．02ノJ gノml， 2 ．0 8士0 ．35
FL gノml で ， N 231， N 231 C D D P の間で 有意差 はな
か っ た ．
H ． 細胞内シ ス プ ラチ ン蓄積量 の 検討
図 2 に シ ス プ ラチ ン の 細胞内蓄積量 の経時的変化を
示 す ． シ ス プラ チ ン の 接触濃度く5 声 gノm1 は 原子吸
ノJl細胞肺癌 に お け る シ ス プ ラ チ ン 耐性機構
光法の 測定感度以 上 の プ ラ チ ナ濃度 を得 るた め に 設 定
し た ． 3 時 臥 6 時間 で の 細胞内蓄積 量 は N 231，
N2311C D DPで 有 意差 は な か っ た － 即 ち細胞内の シ ス





















Fig．1． Gro wth in hibito n of N 231and N2 31ノ
C D DP by cisplatin． Tw enty fou r－ W elltiss u e
C ultu re plates w e re s et up e a ch c o ntain ing
4XlO
5
c e1s． Dmgs w ere added to e a ch dish at
ap propriate c o n c entratio n s． Afterinc ubatio nfor
7days． the c e11s w e re c o u nted by M ic r 肛 ellc o－
u nterC C－108． A nas says w e re c ondu cted u sing
C Ontinu ou sdrug e XpOS u re． Ea ch e xpe rim e nt
W aSperfo rm ed intriplic ate a nd e a ch e xperim ．
ent w asdo n e atle a st 3 independent tim e s． 0 ，













Cadmiu m ch10 ride くけgノmり
Fig．2． Gro wth in hibito n of N 231a nd N2311
C D DPby c admiu m chloride． A11as s ays w e re
C Onducted u sing c o ntinu o u sdrug eXpOS u re．
Each e xperim e nt w aspe rfo 汀 n ed intriphc ate
and ea ch experim e nt w a sdon e at le a st 3
independe nt tim es． 0 ， N231こ 魯 ， N 2311CD D P．
861
m
． 細胞内 GSH 含量
，
G S T 活性
細胞内 G S H含量 と ， G S T活性を測定 した結果 を表
1 に示 す ． 細胞 内 G S H含量 は N2 31 で 15 ．5士1 ．3
n m ol mg protein， N2311C D D Pで 2 0． 1 士 1．On m oIl
mg protein であり ． N 231JIC D D P で高しl傾向を示 し た
が 有意差 は なか っ た くP二 0．573l． と こ ろが GS T清性
は ， N231JC D D Pで は 8O ． 2士 1 ． 9n m oIJI m inl m g
protein， N 231 で は 1 9． 士5， 1n m ollminlm g protein
であ り ． N231ノC D D P で， 約4 倍の 高値 を示 した ． こ
れは N231JC DDP の C D D Pに 対す る耐性度と ほ ぼ 一
致す る も の で あ る ． そ こ で GST 活性が シ ス プ ラ チ ン







































Expos u re tim eくhrl
Fig．3． Accu m ulatio n ofcisplatin inse n sitiv e and
re sitant N 231cenline s． A llc ells w e retr e ated
with 5jLgノml of c短platin for3 0r6 hr． Plati－
n u m c o ntent inc o rpoIated into N 231 and N 2311
C D D Pc ells w asdete r mined by ato mic al，S O rpt－
ion m ethcxl． 0， N 231i争， N2 311C D DP．
Tablel． Deto xicification m e chanis ms of
N231c el1 1in es
N231 N 231ノC DDP
Relative 1 4
re sISta n C e鶉
G S Hc o nte nt 15．5 士1．3
b
20．1 士1．0
くn m olノm g proteinl
GS Ta ctivi ty 19．1 士5．1 80．2士1 ．9
C
くn m oVminノm g pr oteinl
aニ Relative r e sita n c evalu e w as c alc ulated by
the follo wing for m ula 二 くIC50 v alue of
re sita nt c ellsけ ロC 50valu e of pa re ntal
C ells ．
b二 Each v alu eis the m e a n士S Dofthe thr e e
indepe nde nt e xperim e nts．
c こPく0．001c o mpar ed to v alu efor N 231by




で ， G S T の阻害剤 で ある ユ タ ク リ ン 酸 を 併用 し 感受
性試験 を行 っ た ． 感受 性試験 の際 に は ， ユ タ ク リ ン 酸
単独で は細胞毒性 を示 さ な い 濃度く0．1メイgノml， 1．0声
gノmp を用 い た ． 0．1声 gノmlの エ タ ク リ ン 酸処理 し た
細胞で測定 した G S T活性 は N 231 で2 ．1 士0 ．2n m olノ
m inlm g protein ， N231JIC D P で 14 ． 2士 2 ．9n m oll
m inIm g pr otein で あ っ たく表2I． ユ タ ク リ ン 酸処 理 の
際の 感受性試験 の 結果 を表 2 に 示 す ． N231， N 231ノ
C D D P， い ずれ の細胞株で も シ ス プ ラ チ ン に 対 す る 感
受性 は エ タ ク リ ン酸 の 用 量依存性 に 冗進 し ， IC印 僑 は
N231 で は， 0．044士0 ．0 1ノ上 gノmlくエ タ ク リ ン 酸処 理
0．1JL glml ， 0．0 36士 0． 07JL glm H 同 1． OJL glml ，
N2311CD D P では ， 0．202士0．08JL gノmlく同 0．1JL gJ
ml ， 0．170士0 ．04JL glmlく同 1．OJLglml と ， そ れ ぞれ
低下 し た ． しか し， R R はエ タ ク リ ン 酸処理 し た 際 で
も そ れ ぞれ4．6， 4．7 であ り ， エ タ ク リ ン 酸 を処 理 し な
い 場合 と比 較 し変化が な か っ た ．
考 察
今日 の小細胞肺癌化学療法 に お ける最大の問題点は
薬剤耐性であ ろう ． シ ス プ ラ チ ン を含む 強力な化学療
法 を行う こ と に よ り ， 過 半数 の 症例で著効ま た は 有効
な結果が得 られ る よう に な っ た が ， 短期間の う ち に 再
発 し化学療法 に 対 して 抵抗性 を 示 す 抑 ． 短 期間 に 再発
す る の は腫瘍中の治療抵抗性 ， 即 ち薬剤耐性の ク ロ ー
ン が 初回治療の 際残存 し ， 化学療法 に よ る影響が無く
な っ て 増殖 す る と も考 え られ る 伯 然耐性1． また 化学
療法が ス トレ ス と な っ て 細胞自体 に 何 らか の 変化が生
じ耐性 を獲得 す る と も考 え られ る く獲得耐性卜 小灘胞
肺癌 に お い て は そ の 臨床上 の 知見 か ら獲得耐性が 主 で
あろうと 考 えら れ る
101
． こ の耐性機構 を解析 す る こ と
は薬剤耐性の克服な ら び に 新薬 の 開発 に も重要で ある
原
と考 え られ る ． 今回 ， 著者 は ， 未治療の 小細胞肺癌患
者 よ り樹立 さ れ た細胞株 N 231と その シ ス プラ チ ン耐
性株 を用 い ， シ ス プ ラ チ ン に 対す る獲得耐性の 際の生
化学的変化 に つ い て 検討 し た ． シ ス プ ラ チ ン 耐性株
N 2311C D D P は親株 で あ る N 231 と ほぼ同等の 平均倍
加時間を有 し て お り生化学的 な検討 に も適 して い ると
考 え ら れ る ．
シ ス プ ラ チ ン に 対 す る 感受性 の 差 ， 即 ち 耐性度は
4．0倍 で あ り ， 過去の シ ス プ ラ チ ン 耐性株 の 報告と比
較 す る と や や 低 い と 考 え ら れ る が く7 倍 か ら100
倍I
12脚 訂，
， 臨床上 の 薬剤耐性 は感受 性 で 数倍 で あ ろう
と 考 えら れ る の でエリ
，
こ の 細胞株 で の 検討 は価値 があ
る と 思わ れ る ．
まず シ ス プ ラチ ン の 細 胞内蓄積量 を原子吸光法にて
検討 した ． 細胞内蓄積量 の 変化は薬剤耐性の も っ とも
重要 な要素 で あ る ． 各種の ア ドリ ア マ イ シ ン耐性にお
い て は ， M D R－1遺伝子 に C Ode さ れ る P一 糖蛋白 による
薬剤 の排泄促進 が耐性 の 主 た る 機構 と報告さ れ て い
る 卿 ． こ の M D R－1 遺伝 子 の 発 現は ， ア ド リ ア マ イ シ ン
耐性株 の み な ら ず エ ト ポ シ ド耐性株 ， ビ ン ク リ ス チン
耐性株 卸 に お い て も認 め ら れ ， 生体 内 ， 試験管内の い
ずれ に お い て も ， 多剤耐性 を誘導す る為I． しか し なが
ら現在 ま で ， こ の P－ 糖蛋白に よ る薬剤排泄 の 冗進が
シ ス プ ラ チ ン に 対 す る耐性 の主 た る機構である として
い る 報告は な い ． しか しシ ス プ ラ チ ン 耐性株の ほとん
どは 細胞内蓄積量の 減少 を 示 し て い る11l． 小 細胞肺癌
の検討で は ， Hospe rsら
20Iが G L C 4， G L C 41C D DP 3，
G L C 41C D D Pll でシ ス プ ラ チ ン の 細 胞内蓄積量 を検
討 しい ず れ の 耐性株で も細胞内蓄積 量 に 変化 は認めら
れ な か っ た と して い る ． ま た 著者ら 叫 も 小 細胞肺癌株
H 69， H 691C DD P O．2， H 691C D D Pを 用 い ， E195mPtコ
C DD Pの 細胞内蓄積 を検討 した が ， そ の 取込 量 ， 細胞
Table2． Modific atio n of s e n sitivity by etha crynic a cid
N 231 N 231ノC D P
G S Ta ctivity
T C5。 V alu eto
C ISPlatin
Relativ e

























aニ Etha crynic a cid．
bこ Cells w eretr e ated with O．1FLg Of etha c rynic a cidpe r ml．
C こCe11s w er etre ated with l．OJJg Of etha c rynic acidper ml．
小細胞肺癌 に お け る シ ス プ ラ チ ン 耐性機構
外へ の 排泄量 に 有意差を認 め な か っ た ． 今回 の 著者 の
検討でも ， 3時 間で は シ ス プ ラ チ ン 細 胞内蓄積量 が
N2311C D DP で 低 い 傾 向を示 したが ， 6時間 で は有意
差は無く ， 細胞内蓄積 量 の 変化 は ． 耐性 に 関与 し な い
と考えら れた ． 以 上 の事実 よ り ， 小細胞肺癌 に お い て
は薬剤の細胞内蓄積量 の 変化の シ ス プ ラ チ ン耐性機構
にお ける役割 は少な い と推察さ れ る ．
細胞内解毒機構 は薬剤耐性因子 と して 重 要で あ る ．
なか で も GS H は特 に 重要 であ り， 各種 の 抗癌剤の 感
受性を規定す る と 考え られ て い る ． G S Hは 細胞内 チ
オ ー ル の主 た る も の で あ り ， 親電子 性中心を も つ 化合
物と結合す る こ と が知 られ てい る
11－
． ァ ル キ ル 化剤 に
対する耐性株で は GS Hの 上 昇が報告さ れ て い る1 引．
これと 同様に ， マ ウス 白血病細胞株 L 1210等 の シ ス プ
ラチ ン耐性株で も GS Hの 上 昇が報告さ れ て い る 26I．
また ヒ ト卵巣癌
31
， 頭頚 部癌25プ， 非小細胞肺癌1刃 で も
G S Hの 上昇が 報告さ れ て い る ． Ru s s oら321は と 卜肺線
推芽細胞で 2－オ キ シ ア ゾリ ヂ ンー 4－カ ル ポ キ シ
レ ー トに よ り GS H を50％上 昇させ た と こ ろシ ス プ ラ
チ ン に対 し1 ．4倍耐性 に な っ と 報告 し て い る ． さ ら に
Hami 11to n ら
331は G S Hの 合成阻害剤 で あ る B S Oを用
い
， 細胞内 G S王1含量 を減少さ せ ると シ ス プ ラ チ ン に
対する耐性が克服さ れ た と 報告して い る ． こ れ ら の 報
告は シ ス プ ラ チ ン 耐性 に お け る GS Hの 重 要性 を示 す
もの で ある が ， BS O を用い た場合 で も シ ス プ ラ チ ン
に対する感受性が完全 に 回復 し たと の 報告は 少な く ，
むしろ B S O は耐性 を完全 に は克服 で き な い と して い
る報告が 多い 141． 小細胞肺癌細胞株の 報告 で は前述 の
Hospers ら
20，は耐性度 と相関 して細胞内 GSH 含量 の
上昇を報告して い る が ． 著者 ら 師 は G S 王1含量 に 差 を
認めなか っ た こ と を報告し て い る ． 今回 の 検討で も細
胞内 G S H含量 は N231 と N2 31 C D D P間で 有意差 を
認めず， 細胞内 G S H含量 の 変化は C D D P耐性 に 関与
して い な い と 考 えら れ た ．
M T は
， 分子 量6000－7000の 蛋白 で ， シ ス テイ ン を
約30％含み ， 細胞 内の 蛋白性 チ オ ー ル の 主 と な る もの
である
17－
． M T は カド ミ ウ ム ， 亜 鉛等の 重 金属の 解毒
に深く 関わ っ て い る こ と は証明 さ れ て い る が
．
シ ス プ
ラ チン 耐性機構に 果 た す役割 に つ い て は 定説 は な い と
言っ て よか ろ う ． Sch nde rら34，の 卵巣癌細胞株 を用 い
た検討 で は シ ス プ ラ チ ン に 対 す る 感 受 性 と M T
mR N Aの 発 現の 程度は相関し なか っ た と 報 告 し て い
る 一 一 方 ， 著者ら諷，の 検討 で は シ ス プ ラ チ ン に 対 す る
感受性と M T 含量 及 び M Tm R N A発現 量 は相関 した
こ と を 見出 し て い る ． ま た Kelley ら35－は マ ウ ス
C127細胞株に ， ヒ ト M T遺伝子 を ト ラ ン ス フ ェ ク ト
863
し その 親株 と の 感受 性 を 比較 し た 結果 ， シ ス プ ラ チ
ン
， メ ル フ ァ ラ ン ， ク ロ ラ ム ブ シ ル で ， 耐性 を示 し た
と報告 して い る 一 Naga n u ma ら36，は次硝酸 ビス マ 不の
前処置で M T を誘導し た結果， シ ス プ ラチ ン の 腎毒性
が軽減さ れ た と報告 して い る ． 以上 の よう に MT 含量
は シ ス プラ チ ン の 解毒に 重要で ， シ ス プラ チ ン 耐性 を
誘導す る と考 え られ る ． 今回 の 著者の 検討で は M T含
量 は定量 して い ない が ， 塩化カ ド ミ ウム に 対 して 交叉
耐性 を示 さ な か っ た こ と は
，
N2311C D DPの シ ス プ ラ
チ ン 耐性機構 に M Tが 関与 し て い な い こ と を示 唆 す
る所見で あ る と考 えら れ る ．
GS T は G S Hの 還元反 応 を触媒す る 酵素で あ る が ，
他 に も 多様 な機能を も つ 多能酵素 と して 注目さ れ た き
た 一 特に GST一 方 は近 年ア ドリ ア マ イ シ ン に よ る 多剤
耐性 ヒ ト乳癌株 に お い て化学発癌物質に 対 して 交差耐
性 を示 す と共 に G S T十花 が 過剰発 現さ れ てい る こ とが
報告さ れ て い る 37，． また P 一糖蛋白 に よ る 多剤耐性細胞
株 に お い て も G S T一 方 の 上 昇 は 認 めら れ て い る3 8I ．
G S Tt ぽ の 上 昇は各種の ア ル キ ル 化剤耐性株 で 認 め ら
れ て い る 抑 ． Nakaga w aら
瑚 は小細胞肺癌株6株 ， 非小
細胞肺癌株 4株 で ， シ ス プラ チ ン に 対する 感受 性 と ，
G S T活性 を検討 し ， シ ス プラ チ ン に 対 す る 感受性が
GST 活性 に よ り規定さ れ て い る 可能性 を 示 唆 し た ．
GS Tの 発現遺伝子 の トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 報 告 は





M os cow ら4 りは シ ス プ ラ チ
ン に 対 する 感受 性 は 変化 し な か っ た と し て い る が ，
M iyaz akiら
42，の 報告で は G S Tの 上 昇を示 した細胞株
で シ ス プ ラ チ ン に 耐性 を示 し たと して い る ． 今回 の 著
者の 検討 で は G S T活性は N2311C D D Pで 4 倍 に 増加
し て い た ． こ の 増加率 は シ ス プ ラ チ ンの 耐性度 と ほぼ
同 一 で ， G S T活性の 上 昇が シ ス プ ラ チ ン 耐性 を誘導
し た可能性 が示 唆さ れ る ． しか し な が ら エ タ ク リ ン 酸
を併用 し ， G S T活性 を阻害し た状態 で も 表2 に 示 し
た様 に R R は4 ．6， 4 ．7で あり ， ユ タ ク リ ン 酸 を併用 し
な い 場合と ほ ぼ 同様 で あ っ た ． ま た N 231 のエ タ ク リ
ン酸処理 し な い 場合 の シ ス プ ラ チ ン に 対 す る 感受 性
と ， N2311 CD DPの ユ タ ク リ ン 酸処 理 し た 場合 の
C D D Pに 対 す る 感 受 性 を 比 較 し て み る と ， N 2311
C D D Pの エ タ ク リ ン 酸処理 した 場合の IC5。が依然と し
た高く ， 耐性 は完全 に は克服 さ れ な か っ た と考 え られ
る ． ユ タ ク リ ン 酸処理 した N23 11C D D Pの G S T活性
は ユ タ ク リ ン 酸処 理 をし なか っ た N231 の それ よ り も
低 い 値を示 して し1た ． N2311C D D Pは ， ユ タ ク リ ン 酸
処理 に よ り N231 よ り低 い G S T活 性で あり な が ら ，
シ ス プ ラ チ ン に 対し て 耐性だ っ た こ と は ， G S T活 性
は薬剤耐性機構 の 全 て で は な い 可 能 性 も あ る が ，
864 笠
N 231及 び N 2311CD DPに お け る シ ス プ ラ チ ン に 対す
る感受性を規定 する 因子 で あ る と考 え られ る ．
今回 の 検討 で は シ ス プ ラ チ ン に よ る D N A障害の 差
に つ い て は 検討 し な か っ た ， シ ス プ ラ チ ン に よ る
D N A障害は前述の ごと く ， D N A鎖間架橋 ， DN A鎖
内架橋 ， D NA 蛋 白架橋 の 3種類の 形態が 考 え ら れ て
い るが
，
その う ち の どれ が シ ス プラ チ ン の 細胞毒性 に
も っ と も重要で あ る か ， 目下検討中 で あ る ． 現 在 ま で
の 報告で は ， D N A．Platinu m 付加体の 減少率の 低下は
報告さ れ て い る が ， シ ス プ ラ チ ン に よる D N A障害の
明 確な修復機構 は解明さ れ て い な い ． 著者の 実験系で
もさ ら な る検討が 必 要で あ る と考 え られ る 一
今回 の 著者 の 検討で は N231JC D D Pの シ ス プ ラ チ ン
耐性機構と し て も っ と も重 要 な 要素 と し て ， G S T活
性が考 えら れ た ． こ れ は M iya z aki ら
嘲 の トラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン の 実験 の 成績と も 合わ せ G ST の 重 要性 を示
す も の で あ る ． シ ス プラ チ ン の 細胞内蓄積量に は変化
が見 られ ず， 他 の報告も考慮に い れ る と 小細胞肺癌 の
シ ス プ ラチ ン 耐性機構 に は ， 細胞内蓄積量 は 関与し て
い な い と考 え られ た ． こ の こ と は小 細胞肺癌以外の癌
で シ ス プ ラ チ ン の 細胞内蓄積量 の 変化が重要で あ る こ
とと 一 線 を 画す る と 考 え られ る ． ま た G S H含量 ，
M T含量も シ ス プ ラチ ン耐性機構 に 関与 し てい ない と
考 え られ た ． 今後今回 の 知見 を 基 に ， シ ス プ ラ チ ン の
治療成績 を向上 さ せ ， 長期生存 を得 る た め ， GST 清性
阻害剤 で あ る ユ タ ク リ ン 酸の 併 用 の 臨床応 用 を行 う べ
く ， その 前段階と して の 動物実験等 を行う必要があ る
と 考え られ た ．
結 論
シ ス プ ラ チ ン に 対す る獲得耐性 の 機構 を検討す る た
め N2311C D DP を樹立 し 以下 の 結論 を得 た ．
1 ． N 231ノC D D P はN231に 比 べ シ ス プ ラ チ ン に 対
し て 4倍耐性 で あ っ た ．
2 ． 親株 ， 耐性株で シ ス プ ラ チ ン の 細胞内蓄積量 に
差 はな か っ た ．
3 ． G S Hの 細胞内含量 に は 両細胞株 で差 は な か っ
た ．
4 ． M Tの 耐性に 対す る関与 は塩化 カ ド ミ ウム に 対
し て 交差耐性 を 示 さ な か っ た こ と よ り 否 定的で あ っ
た ．
5 ． G S T は N 2311C D D Pで4 ．2倍 高値 だ っ たが エ タ
ク リ ン 酸を 用 い G S T活性 を阻害 して も耐性 は克服で
き なか っ た ．
以上 の 結果よ り N2311C D D Pに お い て ， G S T はシ
ス プ ラチ ン の感受 性 を規定す る 因子 で は あ る が ， 耐性
機構の 全て を説明 で き な い ．
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Key w o rds cISPlatin resi t an C e m eChanisms， S m allce11 1ung C an C er， glutathioneS－tran Sftrase
A bstra ct
Drug reSist an Cem ay be on e reaso nforthe failure of Che m otherap yofs m allce11 lung ca nc er．
N2 311CD DR a cis－di am min edichloroplatimくIIJくCisplatinlresistan th um an S mal lcelllung cancer cell
line， ha sbe en established toin v estlgate the m e chanis m of a cquired resist an C e tO CISPlatin ．
N2 31ICDD Pw asfour tim esw or e r e sist an t tO Cispladn than the N 231par entalcel1 1ine． T herew asno
signific an tdifftre nc ein theintrac e11ular aCC u m ulation ofcisplatin betw eenN 231 and N 2311CD D R
r
rherebeing n o crossreist an CetO Cadmiu m chlori de，it ispossible that m etal lothion ein does n ot c on一
雨bute tothe cisplatin resist an Cein these cel1 1ines． In tra c ellularglutath ion e c o ntent w as equ l in
bothce11 1in es－ N 2311CD D P had 4－fbld hig erglutath ione S－tran Sferase activityc o mpar ed withthat
Ofpar entalc ells． n eIC50Valuesfor cISplatininpare ntal andresi taJlt C elllin esdecreasedafter tre at－
m e n t withethacrymC aCid， aninhibitorofG ST－ 7T，in adosedepe ndent m anner，but thisdid n ot alter
the relative degree ofresist an Ce． T hepresent study sug geststhatglutath ione S－tr an S飴raseis on eof
the regulatory factorsin cisplatin resi t an Ce m eChanls m s of N231ICD DRbut otherfactors ar eals o
requiredto ca use cISPlatin resi t an Ce．
